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Objective: One  of  the main  treatment  principles  of  pulmonary  hypertension  is  vasorelaxation  of 
pulmonary  resistance  vessels  by  a  NO mediated  accumulation  of  cGMP  in  the  vascular  smooth 
muscle cells. The NO pathway can be counteracted by the binding of TSP‐1 to its receptors CD36 and 
CD47. Thrombospondin‐1  is synthesized from both smooth muscle cells and endothelial cells under 
conditions  of  pathological  shear  stress  or  hypoxia  as  found  in  pulmonary  hypertension.  We 
examined  the clinical  relevance of TSP‐1  in patients with PH as a new pathophysiological concept 
and biomarker of shear stress. 
 
Methods:  After  informed  consent,  73  patients  were  tested  for  pulmonary  hypertension.  Blood 
samples were obtained and stabilization of thrombocytes was performed by using CTAD tubes. We 
processed and measured  levels of TSP‐1, Big‐ET, PDGF‐ββ and PF‐4 by ELISA  according  to  vendor 
instructions. 
 
Results: Compared  to  the  control group, patients with pulmonary hypertension  (N=56)  showed a 
significant  elevation  of  TSP‐1  (82±16  vs  460±101  ng/ml,  p  <  0.05),  Big‐ET  (0.77+‐0.25  pg/ml,  p  < 




for  the  diagnosis  of  pulmonary  hypertension  and  the  number  needed  to  diagnose  was  2.4. 
Furthermore, TSP‐1 levels correlated with PVR (r = 0.41, p = 0.002) as well as CO (r = ‐ 0.34, p = 0.01). 
 
Conclusion:  While  previous  biomarkers  focus  on  endothelial  function  or  myocardial  strain,  we 
examined  for  the  first  time  TSP‐1  as  a  biomarker  of  endothelial  shear  stress  in  pulmonary 
hypertension.  Our  data  suggest  that  pathological  blood  flows  lead  to  an  induction  of  TSP‐1  in 
pulmonary hypertension  independently of  the underlying  cause of disease. Usability of TSP‐1  in a 
clinical setting seems valuable: 1. TSP‐1 levels could give a predictive insight of treatment response 
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average PAPm during  rest  is  14.0 mmHg with  an upper  limit of normal of  20.8 mmHg  in 
supine  position.  These  values  are  independent  of  gender  and  ethnicity  and  only  slightly 
influenced by posture and age. PAPm during exercise on the other hand are dependent on 






the  condition.  Symptoms  range  in  severity  and  a  given  patient may  not  have  all  of  the 






been modified during the second  (Evian, 1998), the third  (Venice, 2003) and  fourth World 
Conferences  (Dana Point, 2008). Clinical pathologies with pulmonary hypertension can be 
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are  available.  In  an  Australian  monocentric  study  the  prevalence  of  PH,  evaluated  by 
echocardiography  and  defined  as  a  systolic  pulmonary  arterial  pressure  (PAPsys)  over  40 
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Group 2 (Left heart disease)               78.7 % 
Group 3 (Lung disease/Hypoxia)             9.7 % 
Group 1 (PAH)                 4.2 % 
Group 4 (Chronic thromboembolic pulmonary hypertension)    0.6 %  
PH not classifiable                6.8 % 
 
3.1.4 Pathophysiology	of	pulmonary	hypertension	
The  pathophysiology  of  pulmonary  hypertension  is  complex  and multifactorial.  Different 
pathobiological  features  characterize  the  diverse  clinical  PH  groups  (Galie,  Hoeper  et  al. 
2009).  
 
In  group  1,  PAH  is  a  consequence  of  an  increased  pulmonary  microvascular  resistance 
(figure  1).  Vasoconstriction,  proliferative  and  obstructive  remodeling  of  the  pulmonary 
vessel wall,  inflammation  and  thrombosis  are  the most  important  factors  responsible  for 
this increase. Severe abnormalities of several vascular cell types including endothelial cells, 
vascular  smooth muscle  cells  (VSMC) and  fibroblasts have been discovered. Furthermore, 
platelets may  play  an  important  role  in  PAH,  as  prothrombotic  abnormalities with  local 
thrombus formation  in the vascular bed have been demonstrated (Humbert, Morrell et al. 
2004;  Humbert  2010).  Finally  the  release  of  cytokines  and  chemokines  from  activated 
endothelial  cells  mediate  the  influx  of  inflammatory  cells  such  as  monocytes,  T  or  B 
lymphocytes  which  contribute  to  pulmonary  artery  smooth  muscle  cell  proliferation 
(Hassoun, Mouthon et al. 2009). 
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Group  3  is  characterized  by multiple mechanisms.  Hypoxic  vasoconstriction, mechanical 




to  resolve  acute  embolic  masses  which  later  undergo  fibrosis  leading  to  a  mechanical 
obstruction of the pulmonary arteries. Abnormalities  in platelets or  in the clotting cascade 
may  cause  or  aggravate  the  initial  thrombosis  and  provoke  a  chronic  obstruction  of  the 




heterogenic  pathophysiology.  Various  pathologies  such  as  hematological  disorders 
(myeloproliferative  disorders,  splenectomy),  systemic  disorders  (sarcoidosis,  pulmonary 
Langerhans  cell  histiocytosis,  lymphangioleiomyomatosis),  metabolic  disorders  (glycogen 
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The  non‐specificity  of  PH  symptoms  makes  the  initial  diagnosis  difficult.  PH  should  be 
considered  in patients with exertional dyspnea, progressive  limitation of exercise capacity, 
syncope or angina, especially when apparent cardiovascular or  respiratory  risk  factors are 
missing. Furthermore, a history of lung embolism, familial cases of PH or a history of specific 
drug  use  such  as  anorectic  stimulants (Aminorex)  or  amphetamines  can  lead  to  the 
assumption of the diagnosis. 
 
Echocardiography  is  the most  important  non‐invasive  technique  for  screening  and  initial 
assessment of PH. A tricuspid regurgitation velocity over 3.4 m/s and a PAPsys over 50 mmHg 
is highly  suggestive of PH while  increased  right ventricular dimensions, an  increased  right 
ventricular wall  thickness,  an  abnormal  shape  or  function  of  the  interventricular  septum 
reinforce  the  suspicion  (table  2).  Echocardiography  may  also  guide  the  etiological 
assessment of PH toward left heart pathology. 
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If left heart disease was ruled out, the next diagnostic step is the assessment of pulmonary 
diseases  by  chest  radiography,  pulmonary  function  tests  and  a  high  resolution CT  of  the 
chest.  
 
Chronic  thromboembolic  pulmonary  hypertension  must  always  be  ruled  out  by  a 
ventilation/perfusion  scan  of  the  lungs,  even  in  patients  without  a  history  of  venous 
thrombosis or lung embolism. If perfusion defects are found, a thoracic CT scan as well as a 
pulmonary  angiography must  be  performed  in  patients  who might  be  candidates  for  a 
pulmonary endarterectomy. 
 
Finally,  if no other  cause was  found, pulmonary arterial hypertension  is probable. A  right 
heart  catheterization  is  required  to  confirm  the diagnosis of PAH,  to evaluate  its  severity 
and to guide the treatment options. 
 
During  right  heart  catheterization,  the  systolic,  diastolic  and  mean  pulmonary  arterial 
pressure,  the  right atrial and ventricular pressure,  the pulmonary arterial wedge pressure 
(PAWP)  and  the  cardiac  output  (CO)  must  be  measured  and  the  pulmonary  vascular 




For patients with PAH,  a  vasoreactivity  testing with  inhaled nitric oxide  (NO) or  ilomedin 
should be performed  in order  to  identify  those patients who may benefit  from  long  term 
therapy with  calcium  channel  blockers.  In  vasoreactivity  testing,  the  patient  inhales  NO 
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be  assessed  by World  Health  Organization  functional  class  (table  3).  Such  assessment 
provides  information on the current  level of physical  function, correlates to prognosis and 
can help  guide decisions on  therapy.  There  are  four WHO  functional  classes, with  class  I 
being  the  least  severe and class  IV being  the most advanced  (Grünig, Barner et al. 2010). 
Functional classification  is strongly predictive of mortality and  is an  important factor in the 
choice of PAH therapy (Badesch, Champion et al. 2009). 
 
TABLE  3   WHO  Functional  Class  
Class I  Patients  with  pulmonary  hypertension  but  without  resulting  limitation  of  physical activity. Ordinary  physical  activity  does  not  cause dyspnea or  fatigue,  chest  pain  or 
near syncope. 
Class II  Patients with pulmonary hypertension resulting in slight limitation of physical activity. They  are  comfortable  at  rest.  Ordinary  physical  activity  causes  undue  dyspnea  or 
fatigue, chest pain or near syncope. 




without  symptoms.  These  patients  manifest  signs  of  right  heart  failure.  Dyspnea 






Another useful  test  for assessing  the patient’s exercise capacity  is  the six minutes walking 
test, which measures the maximal distance a patient  is able to walk within a period of six 
minutes. The six minutes walking  test  is a submaximal exercise  test, but  it correlates well 
with the maximal cardiopulmonary exercise test. This test is also widely used for measuring 
the  response  to  therapeutic  interventions  (ATS  Statement,2002)  and  for  providing 
prognostic information (Badesch, Champion et al. 2009).  
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Significant  advances  in  the  treatment  of  PH  have  been  achieved  recently.  Besides  the 
nonspecific treatment of PH, which includes oral anticoagulation, diuretics, oxygen, digoxin 
and calcium channel blockers, up  to nine specific PAH drugs  involving  three pathways are 
available today.  
Favorable clinical and prognostic  results of  long  term administration of high doses of oral 
calcium  channel blockers have been proven  in patients with positive  acute  vasoreactivity 
testing  results during  the  initial diagnostic  right heart  catheterization  (< 10 % of  all PAH‐
patients). Treatment with specific PAH therapies should be considered  if the vasoreactivity 





al. 1980).  Its obligatory  intravenous administration made  the  treatment prone  to multiple 
complications  such  as  systemic  adverse  effects  (arterial  hypotension,  headaches)  and 
catheter‐related  infections. Previously  intravenous epoprostenol was  the only medication 
with  documented  survival  benefit.  The  development  of  more  pharmacologically  stable 
prostacyclin  agonists,  also  called  prostanoids, made  an  inhalative  administration  possible 
thus significantly reducing complications. 
Through  the prostaglandin  I2  (PGI2) mediated  increase of  intracellular cAMP  in  the VSMC, 
prostanoids induce a vasodilation of pulmonary vessels (figure 2). Furthermore, prostanoids 
have an antiproliferative effect on the vascular endothelium and smooth muscle vasculature 
which  results  in  less  obliteration  of  the  lumen  and  improvement  in  hemodynamics. 
Clinically,  IV  and  inhaled  prostanoid  therapy  lead  to  an  improvement  of  respiratory 
symptoms, exercise capacity and clinical events related  to PAH (Barst, Gibbs et al. 2009). 
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ECE  :   endothelin‐converting  enzyme,  PGI2  :  prostaglandin  I2,  ET‐1  :  Endothelin‐1,  ETA  : 
Endothelin  receptor  A,  ETB  :  Endothelin  receptor  B,  GTP  :  guanylate  triphosphate,  sGC  : 
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Endothelin receptor antagonist (ERA) 
Another  important pathway  involved  in  the  treatment of PAH  is  the endothelin pathway 
(figure 2).  Inhibition of endothelin  receptors  located on  the vascular  smooth muscle  cells 
causes a  vasodilative and antiproliferative effect.  In addition  to non‐selective ERAs which 
block both endothelial  receptor A and B,  selective ERAs acting only on  the ETA  receptors 





The NO pathway plays an  important role  in the treatment of PAH and will be discussed  in 
more  detail  on  page  15.  Inhibition  of  phosphodiesterase  type  5  (PDE‐5)  causes  an 
accumulation  of  cyclic  guanosine  monophosphate  (cGMP)  in  the  smooth  vascular  cell 






Optimal  correction  of  the  underlying  pathology  is  necessary  in  the management  of  PH 







fibrosis)  is  essential.  Furthermore,  the  use  of  long  term  oxygen  therapy  in  patients with 
chronic  hypoxemia  is  necessary  to  reduce  the  pulmonary  arterial  pressure.  There  is 
insufficient evidence  that drugs  currently used  for PAH  are  safe  and effective  in patients 
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Lifelong oral anticoagulation  therapy with a  target  international normalized  ratio  (INR) of 
2.0‐3.0  is  essential  in  treating  CTEPH.  The  therapy  of  choice  is  surgical  pulmonary 
endarterectomy  (PEA),  since  it  is  the  only  curative  treatment  option.  After  diagnosis  of 
CTEPH,  the  case  must  be  reviewed  by  an  experienced  surgeon  in  a  PEA  center  for 
assessment of operability. A PEA can be performed  if the embolic  lesions are accessible at 
the segmental and subsegmental level of pulmonary arteries. Medical treatment with drugs 





Nitric  oxide  (NO)  is  a  bioactive  gas  produced  through  the  conversion  of  L‐Arginine  to  L‐
Citrulline by  three nitric oxide  synthases  (NOS): neuronal NOS,  inducible NOS, endothelial 










the  activation  of  the  cGMP  dependent  kinase  (cGK).  cGMP  is  degraded  to  5’‐GMP  by 
proteins  known  as  phosphodiesterases.  The  conversion  of  cGMP  to  5’‐GMP  effectively 
blocks further nitric oxide signaling.   
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light  chain phosphatase. The  cGK also  induces  a dephosphorylation of MLC2  through  the 
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of total platelet secreted protein  (Baenziger, Brodie et al. 1971). TSP‐1  is also produced  in 
smooth muscle cells (Mumby, Abbott‐Brown et al. 1984), endothelial cells (McPherson, Sage 




TSP‐1 falls  into the category of “immediate early” response proteins and  is up regulated  in 
many  stress  conditions  such  as  heat  shock  or  hypoxia  (Adams  1997).  TSP‐1 mRNA  and 
protein  levels  in  fibroblasts  is  up  regulated  by  numerous  polypeptide  growth  factors 
including platelet derived growth  factor‐ββ  (PDGF‐ββ), transforming growth  factor‐β  (TGF‐ 
β) and basic  fibroblast growth  factor  (bFGF)  (Dameron, Volpert et al. 1994). Furthermore, 
TSP‐1  protein  levels  are  down‐regulated  by  many  pro‐inflammatory  cytokines  such  as 
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eNOS  :  endothelial  nitric  oxide  synthase,  sGC  :  soluble  guanylate  cyclase,  cGMP  :  cyclic 
guanylate monophosphate, cGK : cyclic guanylate monophosphate dependent kinase, MLC : 
Myosin light Chain. 
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3.4.2 Inhibition	of	the	NO	pathway	via	receptor	CD47	
CD47,  a  known  receptor  of  thrombospondin  family members, which  is  expressed  by  all 




with  its  receptor CD47  is  necessary  and  sufficient  to inhibit NO‐driven  responses  in  both 
endothelial  and VSMCs  (Isenberg,  Ridnour  et  al.  2006).  This  activation  triggers  two 
responses.  First,  small  concentrations  of  TSP‐1  are  sufficient  to  completely  block  NO 
stimulation of sGC through receptor CD47, thus provoking an inability to accumulate cGMP 
in  endothelial  cells  (Miller,  Isenberg  et  al.  2010;  Yao,  Roberts  et  al.  2011).  Second, 
phosphorylation of both cGMP kinase‐I and vasodilator‐stimulated phosphoprotein  (VASP) 
are  suppressed  by  the  activation  of  CD47,  causing  the  downstream  blocking  of  the NO‐
pathway by TSP‐1 (Isenberg, Frazier et al. 2008; Isenberg, Romeo et al. 2008). 
 





expressed  in microvascular  endothelium.  It  acts  as  a  fatty  acid  translocase  activator  for 
numerous proteins but predominantly for myristic acid (Kerkhoff, Sorg et al. 2001). Myristic 




inhibiting  cellular  myristic  acid  uptake  and  thus  reducing  the  activation  of  eNOS.  The 
resulting  vasoconstriction  may  play  an  essential  role  in  the  pathogenesis  of  pulmonary 
hypertension (Isenberg, Jia et al. 2007). 
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3.4.4 TSP‐1	regulation	by	shear	stress	






Those  findings  were  confirmed  by  a  second  study  analyzing  TSP‐1  expression  in  whole 
muscle homogenates (Bongrazio, Da Silva‐Azevedo et al. 2006) and by an unpublished thesis 




On the contrary, the  loss of flow‐induced shear stress on HUVECs resulted  in an  increased 













low  oxygen  tensions.  TSP‐1  protein  levels  remained  elevated  for  at  least  72  hours  of 
continuous hypoxic exposure but regained   normal  levels after 7 days of exposure (Phelan, 
Forman et al. 1998; Kwapiszewska, Wilhelm et al. 2005). 
R o l e   o f   T h r o m b o s p o n d i n ‐ 1   i n   p u l m o n a r y   h y p e r t e n s i o n :   a   p r o o f   o f   c o n c e p t  
   











The  role of TSP‐1 on angiogenesis has been extensively  studied  in  cancer  research. TSP‐1 








On  a  cellular  level  the  antiproliferative  effect  of  TSP‐1  has  been  confirmed  in  VSMC 







Clinical data of TSP‐1  levels  in disease  remains scarce. The sole clinical study published  to 
date was conducted  in  idiopathic  interstitial pneumonia. Serum TSP‐1  levels were found to 
be  significantly  higher  in  patients  with  usual  interstitial  pneumonia  and  nonspecific 
interstitial pneumonia compared to either sarcoidosis or healthy controls. Moreover serum 
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TSP‐1  correlated  inversely  with  pulmonary  vital  capacity  (Ide,  Ishii  et  al.  2008). 
Unfortunately  patients  with  idiopathic  interstitial  pneumonia  were  not  screened  for 







translated  to a 203 amino acid precursor, which  is  then  cleaved  to  form Big‐ET. Big‐ET  is 
subsequently  cleaved  by  the  ET‐converting  enzyme  into  functional  ET‐1.  Endothelin‐1  is 
produced in numerous tissues including the respiratory endothelium, the endocardium and 
the kidney (Hemsen and Lundberg 1991). Endothelin‐1 acts on the vascular smooth muscle 
cells  by  binding  to  two  different  ET‐1  receptors,  ETA and  ETB.  This  interaction  triggers  a 
calcium  release  from  the  sarcoplasmic  reticulum  through  inositol  triphosphate  (IP3)‐ 
coupled signal transduction. This then causes smooth muscle contraction  (Kasuya, Takuwa 










hypertension  and  CTEPH  (Rubin,  Badesch  et  al.  2002;  Hoeper,  Kramm  et  al.  2005; 
Olschewski 2009; Vassallo, Kodric et al. 2009; Wilkens, Lang et al. 2010).  
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3.6 Platelet	Derived	Growth	Factor	–	ββ		(PDGF‐ββ)	
Platelet  derived  growth  factor‐ββ  is  produced  by  endothelial  cells,  smooth muscle  cells 
(SMC),  platelets  and  monocytes  (Ross,  Raines  et  al.  1986).  It  acts  as  a  strong 





turn  leads  to enhanced  receptor activation and proliferation of human pulmonary arterial 
smooth muscle cells (hPASMC) (ten Freyhaus, Dagnell et al. 2011) and consequently  in the 
proliferative  vascular  remodeling  found  in  pulmonary  arterial  hypertension 





laminar flow  induced a proportional elevation of PDGF‐ββ  levels  in the extracellular matrix 
of aortic smooth vessel cells. This elevation was still present 24 hours after  flow cessation 
(Sterpetti, Cucina et al. 1994).     Moreover,  it was shown that high but not  low cyclic strain 





However,  the  treatment  of  human  umbilical  vein  endothelial  cells  (HUVECs)  with 
recombinant PDGF‐ββ or hypoxic‐endothelial cell conditioned medium does not result in the 
induction of TSP‐1 gene expression. Moreover the induction of PDGF‐ββ in endothelial cells 
by hypoxemia  is  temporally delayed  relative  to  the  induction of TSP‐1  transcripts  (Phelan, 
Forman et al. 1998; Faller 1999). 
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3.7 Platelet	Factor	4		
Platelet  factor  4 (PF‐4),  also  known  as  CXC‐chemokine  Ligand  4  (CXCL4),  is  a 
small cytokine present  abundantly  in  α‐granules  of  platelet  cells.  PF‐4  is  released  upon 
platelet activation and promotes blood coagulation. PF‐4 levels are elevated in patients with 
cancer,  atopic  dermatitis  and  psoriasis  (Abbasciano,  Bianchi  et  al.  1995;  Tamagawa‐
Mineoka,  Katoh  et  al.  2008).  Moreover,  PF‐4  is  released  upon  heparin  therapy  (Cella, 
Scattolo et al. 1985). 
 
In  clinical  research,  PF‐4  levels  are  currently  the  most  frequently  applied  method  to 
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Subjects  over  18  years  of  age were  included while  the  exclusion  criteria were  left  heart 
disease,  organ  failure,  infections,  neoplasm,  hematological  and  rheumatologic  disorders, 
chronic alcohol intoxication and drug abuse. The control group included healthy partners of 
our  patients,  subjects  screened  for  PH  with  a  negative  test  result  or  co‐workers  and 








(7.5 ml with  citrate  theophylline, adenosine, dipyridamole  (CTAD) and 4.7 ml  serum) was 
drawn  from  the  pulmonary  artery  through  an  Arrow®  HANDS‐OFF®    Thermodilution 
catheter  (7.5  FR,  4  lumen,  110  cm).    Particular  attention  was  paid  to  avoid  hemolysis. 
Vasoreactivity testing with  inhaled  iloprost was performed  in 24 patients with suspicion of 
PAH. 15 minutes after inhalation of the test medication, another 12.2 ml sample of venous 
blood  (7.5 ml  CTAD  and  4.7 ml  serum) were  taken.  In  order  to  prevent  ex  vivo  platelet 
activation, the blood was immediately cooled on ice until centrifugation.  
 
During  the  right  heart  catheterization,  the  following  parameters were monitored:  PAPsys, 
PAPdia,  PAPm,  PAWP,  CO,  PVR,  central‐venous  oxygen  saturation  (ScvO2), Heart  rate  (HR), 
systolic  and  diastolic  systemic  blood  pressure  (BPsys,  BPdia).  Normal  values  for  the 
hemodynamic parameters are listed in the table 4 below.  
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Table  4    Normal  Hemodynamic  Values  At  Rest  
Value  Average   Range 
PAPsys  [mmHg]  25  15‐30 
PAPdia  [mmHg]  9  4‐12 
PAPm  [mmHg]  15  9‐19 
PAWP  [mmHg]  9  4‐12 
CO  [l/min]  4.9   4.0‐8.0 
PVR  [dyn∙s∙cm‐5]  70  20‐130 
TPG  [mmHg]  ‐  ≤ 12 
ScvO2  [%]  ‐  ≥ 70 
HR  [bpm]  ‐  60‐80 
BPsys  [mmHg]  130  90‐140 





Pulmonary  hypertension  was  considered  present  if  PAPm  exceeded  25  mmHg  at  rest 





Anticoagulation  of  blood  samples  is  necessary  to  avoid  platelet  activation  and  clotting. 
Previous  studies  clearly  showed  that  ethylene‐diamine‐tetraacetic  acid  (EDTA)  should  be 
avoided while CTAD (citrate, theophylline, adenosine, dipyridamole) is the anticoagulant of 
choice  for  TSP‐1  measurement  (Bergseth,  Lappegard  et  al.  2000).  As  a  matter  of  fact, 
theophylline  and  dipyridamole  inhibit  cAMP  phosphodiesterase  activity  while  adenosine 
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Test tubes  (Saarstedt S‐Monovette, 7.5 ml, No Ref: 01.01728.001) were  filled with 1 ml of 
CTAD  at  the  following  concentrations:  citrate  109  mmol/l,  theophylline  15  mmol/l, 
adenosine 3.7 mmol/l, dipyridamole 0.198 mmol/l (Contant, Gouault‐Heilmann et al. 1983). 






by  centrifugation  of  the  CTAD  blood  samples  at  a  temperature  of  2°C  at  1800g  (Hettich 





Enzyme‐linked  immunosorbent  assay (ELISA)  is  a  very  sensitive  and 
specific biochemical technique used mainly to detect the presence of  low concentration of 
antibodies or antigens (proteins, hormones, drugs)  in a  solution  (serum, urine and culture 
cell supernatant). Serum containing the antigen (AG) to be measured is added to the ELISA 
wells  containing  the  matching  antibodies  (AB).  AG‐AB  binding  is  detected  by  a  second 










C. Conjugated  secondary detection antibody  is added, and binds  to  the 
antigen captured by the first antibody 
D. Conjugated  antibody  catalyzes  a  color  change  proportional  to  the 
amount of antigen present in the sample 
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5.5.1 TSP‐1	and	PDGF‐ββ	ELISA	
TSP‐1  platelet  poor  plasma  levels  were  analyzed  using  the  Quantikine®  Human 




All  reagents  and  samples were  processed  as  indicated  in  the User’s Manual.  The  stored 
samples were  slowly  thawed  in  a warm water  bath.  Platelet‐poor  plasma  samples were 
diluted two‐fold by adding 100 µl of calibrator diluent RD5‐33 to 100 µl of the sample. 100 
µl of assay diluent RD1‐56 were added  to each well,  followed by 50 µl  (TSP‐1) or 100 µl 
















The  TSP‐1  assay  had  a  minimal  limit  of  detection  of  0.355  ng/ml.  The  intra‐assay 
reproducibility coefficient of variation was 5.08%. Inter‐assay reproducibility was calculated 
as 11.28%. 
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5.5.2 Big‐Endothelin	ELISA	





















plate was covered and  incubated  for 2.5 hours at  room  temperature with gentle shaking. 




for 1 hour at  room  temperature with gentle  shaking. The  solution was discarded and  the 
wells were washed four times with 300 μl of wash buffer as described above. 100 μl of the 
included Streptavidin solution were added to each well and the plate was incubated for 45 
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All  normally  distributed  values  are  expressed  as  the  median  ±  standard  deviation. 
Parameters were tested for normal distribution with the Shapiro‐Wilk test. In case of normal 
distribution,  homogeneity of variance  between  the  different  groups was  assessed  by  the 
Levene  Test.  In  case  of  given  homogeneity of variance,  the  means  were  calculated  and 
differences between groups  tested by an ANOVA  test, while a Gabriel's  test  for post hoc 















Data was  stored  in  a Microsoft  Excel  2007  file  and  analyzed with  the  statistical  analysis 
software SPSS, Version 17. 
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TABLE  5   Basic  Characteristics  Of  The  Study  Population  
  Control  PAH  Lung Disease  CTEPH 
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years) and  the age of  the patients with PAH  (57.8±17.7 years), PH  related  to  lung disease 
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Table  7   Pulmonary Arterial Pressures 
  Control  PAH  Lung Disease  CTEPH 
Parameter  Mean±SD  Range  Mean±SD  Range  Mean±SD  Range  Mean±SD  Range 
PAPsys   [mmHg]  23.1±4.4  19‐30  76.2±19.2 a b  37‐117  50.2±13.3 a c  27‐74  68.0±22.3 a  37‐89 
PAPdia   [mmHg]  10.1±2.0  7‐13  31.6±9.0 a b d  15‐66  24.4±6.0 a c  15‐37  24.3±6.8 a c  18‐36 














Significantly  higher  PAPsys,  PAPdia  and  PAPm  were  found  in  patients  with  PAH  when 
compared to patients with  lung disease while PAPdia was also significantly different  in PAH 
when compared  to  the  lung disease or CTEPH group. One patient with COPD had normal 
PAPm,  PAPsys,  PAPdia  at  rest.  This  patient  was  nevertheless  included  in  the  pulmonary 
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Table  8   Cardiac Output and Index 
  Control  PAH  Lung Disease  CTEPH 
Parameter  Mean±SD  Range  Mean±SD  Range  Mean±SD  Range  Mean±SD  Range 
CO   [l/min]  4.81±0.93  3.27‐5.90  4.81±1.53  2.00‐8.67  5.32±1.39  2.62‐8.00  4.56±2.18  2.72‐8.46 























Controls PAH Lung Disease CTEPH
Cardiac output and index
CO [l/min] CI [l/min/m2]
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Table  9   Pulmonary Vascular Resistance  
  Control  PAH  Lung Disease  CTEPH 
Parameter  Mean±SD  Range  Mean±SD  Range  Mean±SD  Range  Mean±SD  Range 
PVR   [dyn∙s∙cm‐5]  123±39  81‐174  711±351 
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Table  10   Pulmonary Arterial Wedge Pressure 
  Control  PAH  Lung Disease  CTEPH 
Parameter  Mean±SD  Range  Mean±SD  Range  Mean±SD  Range  Mean±SD  Range 
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Table  11   Transpulmonary Gradient 
  Control  PAH  Lung Disease  CTEPH 
Parameter  Mean±SD  Range  Mean±SD  Range  Mean±SD  Range  Mean±SD  Range 




As  expected,  the  TPG  was  significantly  higher  in  the  pulmonary  hypertension  groups 








Table  12   Central Venous Saturation 
  Control  PAH  Lung Disease  CTEPH 
Parameter  Mean±SD  Range  Mean±SD  Range  Mean±SD  Range  Mean±SD  Range 
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Central  venous oxygen  saturation  at  rest was normal  in  all  control patients. A  significant 
difference  in  the mean  ScvO2 was  found  in  the  PAH  and  CTEPH  group  compared  to  the 




Table  13   Heart Rate 
  Control  PAH  Lung Disease  CTEPH 
Parameter  Mean±SD  Range  Mean±SD  Range  Mean±SD  Range  Mean±SD  Range 








Table  14   Blood Pressure 
  Control  PAH  Lung Disease  CTEPH 
Parameter  Mean±SD  Range  Mean±SD  Range  Mean±SD  Range  Mean±SD  Range 
BPsys   [mmHg]  119.1±12.2  107‐136  122.7±16.3  100‐160  136.4±17.7  107‐174  136.2±13.9  113‐153 
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TABLE    15   Concentrations   In  Controls  And  Pulmonary  Hypertension  
  Controls  Pulmonary Hypertension 
  Mean ± SEM  Range  Mean ± SEM  Range 
TSP‐1  [ng/ml]  82±16  8‐285  460±101 a  33‐3382 
bigET  [pg/ml]  0.77±0.25  0.18‐2.60  2.50±0.36 a  0.18‐9.60 
PDGF‐ββ  [pg/ml]  139±17  0‐209  754±151 a  0‐4870 
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6.3 Subgroup	analysis	of	concentrations	according	 to	 the	DANA	point	
classification	
 




TABLE    16   Subgroup  Analysis  of  Biomarker  Concentrations    
  Controls  PAH  Lung Disease  CTEPH 
  Mean ±SEM  Range  Mean  ± SEM  Range  Mean  ± SEM  Range  Mean ± SEM  Range 
TSP‐1  [ng/ml]  82±16  8‐285  498±134a  38‐3382  238±91 a c  33‐1292  719±428 a b  54‐3241 
Big‐ET  [pg/ml]  0.77±0.25  0.18‐2.60  2.62±0.48 a  0.18‐2.60  2.06±0.49 a  0.18‐9.60  3.45±2.72 a  0.72‐6.17 
PDGF‐ββ  [pg/ml]  139±17  0‐209  905±253 a  82‐4870  614±139 a  133‐1278  420±180  0‐957 
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Controls               PAH      Lung Disease         CTEPH 
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Controls                PAH    Disease    
Controls                PAH    Disease  CTEPH 
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Based  on  the  receiver  operator  characteristics  curve  the  TSP‐1  cut‐off  for  prediction  of 
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TABLE    18   Diagnostic  Value  Of  TSP‐1  At  Different  Cut‐offs  
Cut‐off  Sensitivity Specificity  PPV  NPV  ACC  MCC  2  p 
80ng/ml  74.54  55.55  83.67  41.66  0.6986  0.2762  5.56817  0.018 
95ng/ml  69.09  72.22  88.37  43.33  0.6986  0.3619  9.56191  0.002 
110ng/ml  61.81  77.77  89.47  40.00  0.6438  0.2941  6.6349  0.012 
125ng/ml  60.00  77.77  89.18  38.88  0.6438  0.3257  7.74331  0.005 




maximization  of  the  parameters  as  stated  above  and  the  maximum  of  Matthew’s 
correlation coefficient. The two‐way contingency table for this cut‐off is shown in table 19. 
 
TABLE    19     Contingency  Table  For  PH,  TSP‐1  cut‐off  95ng/ml  
  Controls  Pulmonary Hypertension   
TSP‐1 < 95ng/ml (neg.)  13  17  30 
TSP‐1 > 95ng/ml (pos.)  5  38  43 




The  cut‐off  yielded  a  sensitivity  of  69.09%  (55‐80)  and  a  specificity  of  72.22%  (46‐90). 
Positive and negative predictive values were determined as 88.37% (74‐96) and 43.33% (25‐
62)  respectively. Accuracy of TSP‐1  at a  cut‐off 95ng/ml  for pulmonary hypertension was 
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markers was examined and  is  summarized  in  table 20. As most of  the variables were not 
normally distributed, Spearman´s ranked order correlation was used. 
 
TABLE  X   TSP‐1  Correlations  
  rs (tie corrected)  p   
PAPsys  0.2354  0.075  n.s. 
PAP dia  0.2411  0.068  n.s 
PAPm  0.2356  0.075  n.s 
PAWP  ‐0.1180  0.378  n.s. 
TPG  0.2498  0.059  n.s. 
CO  ‐0.3344  0.012  * 
PVR  0.3075  0.020  * 
RRsys  0.0701  <0.5  n.s. 
RRdia  0.1552  0.253  n.s. 
ScvO2  ‐0.0120  <0.5  n.s. 
Big‐ET  0.4989  <0.001  * 
PDGF‐  0.4668  <0.001  * 
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We  found  a  mean  serum  concentration  of  82±16  ng/ml  in  the  healthy  controls.  No 











anticoagulants  used.  Indeed,  Switalska  et  al.  showed  that  TSP‐1  concentrations  were 












lung  disease  and  CTEPH was  found.  Even  though  each  hemodynamic  parameter  did  not 
differ  significantly  between  the  two  groups,  the  combination  of  both  higher  PAPm  and 
higher PVR together may have led to an increased peak flow in CTEPH patients and by that 
means to increased shear stress at an endothelial level. However, this hypothesis cannot be 
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18  and miRNA‐19  (van Almen, Verhesen et  al. 2011). Hence,  as  age may  influence TSP‐1 
levels  in pulmonary hypertension, correlation between age and TSP‐1  levels were analyzed 




It  was  important  to  monitor  platelet  activation  and  degranulation  as  TSP‐1  is  present 
abundantly  in  the platelet’s alpha‐granules.  In vitro activation of platelets may  lead  to an 




No  changes  in  PF‐4  levels  in  minipigs  before  and  after  induction  of  pulmonary 
microembolism was noted. As a consequence,  it  is very  likely that  in non‐thromboembolic 
origins  of  pulmonary  hypertension  (PAH,  lung  disease),  PF‐4  levels would  have  a  similar 





Furthermore,  no  correlation  between  PF‐4  concentrations  and  TSP‐1  levels  was  found, 
indicating  that  platelets  are  very  unlikely  to  be  a  source  of  TSP‐1  in  the  background  of 
pulmonary  hypertension.  Finally,  as we  did  not  find  any  association  of  PF‐4 with  either 
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pulmonary  hypertension, we  had  a  limited  number  of  patients  to  enroll.  The  size  of  the 
subgroups varies significantly,  limiting possibilities  for statistical calculations. Furthermore, 
the  study was  designed  as  an  observational  cross‐sectional  study.  Neither  timelines  for 
outcome nor reactions to medications were monitored. 
 
As patients were  included on  the basis of hospital  visits, we were not able  to match  the 
different groups in regards to age and gender. This led to a statistically significant difference 
between  the  patients  and  the  control  group.  The  higher  female  proportion  in  the  lung 
disease  group  might  be  attributed  to  the  small  sample  size.  Though  there  was  a 






TSP‐1  concentration  and  age  in  healthy  individuals.  Additionally,  no  gender  differences  
were found  in the same study (Kehrel, Flicker et al. 1996). As age may still  influence TSP‐1 
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No difference  in cardiac output or cardiac  index was  found between  the different patient 
groups. However, the range of cardiac output in pulmonary hypertension was broader than 
in the control group with the  lowest cardiac output values being  in the disease group.  It  is 
also noteworthy to emphasize that right heart catheterization is performed during rest and 
that measurements during effort are not performed routinely. Thus cardiac output at rest 





First,  great  care  was  given  to  sampling  conditions  by  stabilization  of  platelets  using 
manufactured  sampling  tubes  and  quick  cooling  of  the  samples,  which  cannot  be 
guaranteed  in a clinical setting. Second, no standard anticoagulant  for TSP‐1 sampling has 
been  defined. However,  previous  publications  as well  as  our  own  examinations  describe 
different  normal  values  and  considerable  variations  between  anticoagulants  (Switalska, 
Niewiarowski  et  al.  1985).  Third,  an  increase  of  TSP‐1  in  other  pathologies  involving 
endothelium  and  platelets  is  to  be  expected.  Indeed,  unpublished  data  suggested  an 













inability  to  monitor  TSP‐1  level  gradients.  For  a  variety  of  biomarkers  such  pulmonary 
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As proven  in vitro,  increased shear stress  forms the basis  for the endothelial upregulation 
and  release  of  TSP‐1.  However,  hemodynamic  parameters  to  determine  shear  stress  in 
humans remain scarce. The extent of shear stress in a specific vessel is determined by flow 
velocity, vessel diameter and even by acceleration of flow in pulsatile flow. Therefore shear 
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the  amount  of  endothelial  surface  area  suffering  from  pathological  shear  stress which  is 
unknown in the clinical setting (figure 26). The specific threshold of a patient’s endothelium 
for release of pathological  levels of TSP‐1  is not known, nor are alternative mechanisms of 
stimulation  (platelet properties or  levels of  growth hormones). Considering  the  fact,  that 
pathologically decreased shear stress also results  in TSP‐1 release  leads to the assumption 
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Furthermore,  depending  on  the  extent  of  pulmonary  vascular  resistance  and  the  time 
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In  this current study, we  found slightly  lower Big‐ET  levels  than previously described. This 
difference may be explained by  the different  sites of blood  sampling. While older  studies 
Course of disease
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focused  on  peripheral  blood  samples, we  used  blood  drawn  from  the  pulmonary  artery 
during  right  heart  catheterization. On  one  hand,  the  pulmonary  vascular  bed  removes  a 
considerable amount of Big‐ET  from the circulation with every passage  in healthy subjects 
(Big‐ETArt/Big‐ETPA < 1). On  the other hand, our  research group previously demonstrated a 











between  Big‐ET  and  TSP‐1.  On  one  hand,  a  common  denominator  of  hemodynamic 
alteration might be responsible for this statistical result. On the other hand, both Big‐ET and 
TSP‐1  levels  are  elevated  in  pulmonary  hypertension  based  on  endothelial  damage  or 
stimulation.  Therefore  this  finding  both  supports  the  hypothesis  of  TSP‐1  being  released 






models  of  hypoxia  induced  PH  (Arcot,  Lipke  et  al.  1993;  Katayose, Ohe  et  al.  1993).  The 
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of  alternative  treatment  options  by  PDGF‐inhibition  (Bishop,  Butt  et  al.  1998).  Attempts 
have been made  to  treat pulmonary arterial hypertension with unspecific  tyrosine kinase 
inhibitors.  One  of  the  first  substances  proving  efficacy  was  imatinib,  which  binds 
predominantly to the cytosolic ATPase‐domain of PDGF‐receptors. Treatment with imatinib 
resulted  in  decreased  circulating  PDGF‐concentrations,  though  the  exact  mechanism 




We  found  a  positive  correlation  between  TSP‐1  and  PDGF‐ββ  (rs  =  0.4668,  p<0.001).  A 
possible  induction  of  TSP‐1  by  PDGF‐ββ  could  explain  this  finding,  especially  as  this 
interaction was described  in recent studies (Hogg, Hotchkiss et al. 1997; Breitkopf, Sawitza 
et  al. 2005). However,  this  induction  seems  to be of minor  importance  as  TSP‐1 but not 
PDGF‐ββ correlates with hemodynamic parameters  such as CO or PVR.     Moreover, older 
studies already  showed a delay  in  induction of TSP‐1 and PDGF‐ββ  transcripts, at  least  in 
hypoxemic conditions (Phelan, Forman et al. 1998; Faller 1999).  
 
A  possible  explanation  of  PDGF‐ββ  elevation  might  be  an  upregulation  by  hypoxia 
(Kwapiszewska, Wilhelm  et  al.  2005).  Arterial  blood  samples were  not  part  of  our  study 
protocol  and  no  association  of  either  PDGF‐ββ  or  TSP‐1  with  central  venous  oxygen 
saturation  was  found.  Inflammation  is  another  plausible  reason  for  PDGF‐elevation 
(Mannaioni, Di  Bello  et  al.  1997). Markers  of  inflammation were  not  determined  in  this 




remains unclear.  In  spite of  the  correlation of PDGF‐ββ with TSP‐1, no  causal  connection 
R o l e   o f   T h r o m b o s p o n d i n ‐ 1   i n   p u l m o n a r y   h y p e r t e n s i o n :   a   p r o o f   o f   c o n c e p t  
   
62 | P a g e  
 
appears  obvious.  Both  parameters might  be  affected  by  the  total  amount  of  pulmonary 




In  this  observational  cross‐sectional  study, we  showed  that  TSP‐1  levels  are  significantly 
elevated in pulmonary hypertension.  Even though usability of TSP‐1 as a biomarker for the 
diagnosis  of  pulmonary  hypertension  seems  limited,  TSP‐1  levels  nonetheless  hold  the 
opportunity  to  gain  insight  into  the  complex  hemodynamic mechanisms  of  this  disease. 
While  current biomarkers  focus on  the  repercussions of pulmonary hypertension  such  as 
myocardial  damage,  TSP‐1  locally monitors  endothelial  injury  and  activation  at  the  very 
source of the pathology. Therefore longitudinal studies might provide insight into the ability 
of TSP‐1 to predict disease activity and progression by means of time to clinical worsening 
and  survival.  TSP‐1 might  also  serve  as  a marker  of  treatment  efficacy with  TSP‐1  levels 
falling as a result of improved endothelial hemodynamics. 
 
Local  endothelial  shear  stress  needs  further  investigation  in  patients  with  pulmonary 










pulmonary  vasoconstriction  response  and  were  less  responsive  to  hypoxia  induced 
pulmonary hypertension. 
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